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RESUMO

A manipulagdo no periodo neonatal tem sido utilizada h& algumas décadas
como modelo experimental para analisar os mecanismos pelos quais variacoes
precoces no ambiente do animal afetam o desenvolvimento de sistemas neurais,
dando origem a alteracbes comportamentais e neuroendocrinas estaveis na vida
adulta. Em ratos, a manipulagdo neonatal consiste do manuseio suave dos filhotes
por alguns minutos, em geral durante as duas primeiras semanas de vida.
Trabalhos prévios demonstram que a manipulagdo neonatal altera o eixo
hipotalamo-hipofise-gbnada, reduzindo a capacidade reprodutiva de fémeas
através da diminuicAo do comportamento sexual, do bloqueio da ovulacdo e
promove um atraso na instalacéo da puberdade.

Com isso, o0 objetivo desse trabalho foi estudar os efeitos da manipulacdo
neonatal sobre a fungdo ovariana de ratas. Animais foram submetidos a
manipulacdo neonatal durante 1 minuto, nos dez primeiros dias de vida pos-natal,
e apos trés ciclos estrais regulares os ovarios foram retirados, na fase do proestro,
para andlise histolégica dos mesmos.

A analise estrutural dos ovarios das ratas manipuladas mostrou que nao
houve diferenca estatisticamente significativa no peso ovariano, no nimero total
de foliculos antrais por ovario e nos diferentes didametros da espessura da camada
das células da teca de foliculos antrais normais e atrésicos. A manipulacdo
neonatal induziu aumento do numero de foliculos antrais normais por ovario,

reducdo no numero de foliculos antrais atrésicos por ovario, aumento do nimero
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de foliculos antrais normais com diametros inferiores a 300 um e uma diminuicdo
do ndmero de foliculos antrais atrésicos com diametros entre 401-500 pum.

Em conjunto, nossos resultados demonstraram que a manipulagdo neonatal
ndo induz alteracdbes no desenvolvimento morfologico folicular e que, os
mecanismos que levam a reducdo da capacidade reprodutiva de fémeas
provocada pela manipulacdo neonatal, como o bloqueio da ovulacéo, ja visto em
trabalhos do nosso laboratério, ndo estdo associados a alteracbes de estrutura

ovariana.



1. INTRODUCAO

1.1 Manipulacdo neonatal

Os mecanismos neurais envolvidos no desenvolvimento de determinados
comportamentos séo regulados por interacfes genéticas e ambientais. Portanto,
uma experiéncia sensorial no inicio da vida pos-natal pode afetar o
desenvolvimento neural e 0o comportamento de um animal adulto. Dentre as
influéncias ambientais que podem modificar o desenvolvimento neural estdo os
varios tipos de estimulos estressantes que atuam sobre o organismo em
desenvolvimento (GONZALES et al, 1990).

As duas primeiras semanas apds 0 nascimento representam um periodo
critico para o desenvolvimento neural em ratos. Processos vitais como migracao,
divisdo, diferenciacdo, crescimento e morte de células ocorrem no sistema
nervoso nesse periodo (MISTRETTA; BRADLEY, 1978).

Em ratos, a estimulagdo neonatal tipicamente consiste da “manipulacdo”
dos filhotes por alguns minutos, em geral, durante os primeiros 10 dias de vida.
Esse procedimento aparentemente ndo nocivo ao individuo tem como
consequéncia na vida adulta uma série de alteragcbes comportamentais e
endocrinas que se caracterizam basicamente por uma diminuicdo do medo a
ambientes novos. Além disso, sabe-se que esses animais quando adultos tém
uma resposta menos acentuada da secrecdo de glicocorticoides pela supra-renal,
guando expostos a estimulos estressores. Ou seja, ratos estimulados na infancia

apresentam uma secre¢do de corticosterona menor frente a novos estimulos



estressantes (LEVINE, 1993; MEANEY et al, 1993). Porém, 0s niveis basais de
corticosterona de animais manipulados e ndo manipulados n&o diferem entre si
guando adultos. As diferencas entre eles parecem ser devidas a uma sensibilidade
diferencial do Sistema Nervoso Central ao mecanismo de retroalimentacdo
negativa da supra-renal (LEVINE, 1994).

A principal caracteristica da fase de desenvolvimento pds-natal do sistema
de estresse, no rato, é o chamado periodo hiporresponsivo ao estresse. Essa fase
ocorre a partir do dia 4 ao dia 14 pos-natal, e durante esse periodo, tanto as
estimulagcbes aparentemente inofensivas como a manipulagdo, quanto o0s
estimulos estressores como frio e choque elétrico, induzem alteracbes
comportamentais e enddcrinas na vida adulta (LEVINE, 1994). As respostas ao
estresse classicamente conhecidas incluem a ativagdo do eixo hipotadlamo-
hipdéfise-adrenal, que provoca a liberacdo do horménio liberador de corticotrofina
pelo nucleo paraventricular, de corticotrofina pela hipofise anterior e de
glicocorticoides pelo cortex da adrenal (FRANCIS et al, 1996). A resposta
enddcrina ao estresse € um importante mecanismo homeostético e a secrecéo de
glicocorticoides pelo cortex adrenal é a caracteristica central dessa resposta
(RHEES et al, 2001). A separacdo maternal dos neonatos de suas maes durante o
desenvolvimento neonatal altera o eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal e as respostas
ao estresse (RHEES et al, 2001).

A ampla distribuicdo do horménio liberador de corticotrofina (CRH) no
Sistema Nervoso Central (SNC) sugere que esse peptideo atue ndo sO
estimulando e eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA), mas também como um

neurotransmissor em regides extra-hipotalamicas, as quais estdo envolvidas nas



respostas do organismo a estimulos estressantes, como o0 nucleo central da
amigdala, hipocampo, cortex cerebelar e locus coeruleus (BLOOM et al, 1982;
KAWATA et al, 1982; BUGON et al, 1982).

Gonzéles et al. (1994), sugerem que a manipulacdo neonatal afetaria nédo
apenas o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (LIU et al, 1997; PLOTSKY e MEANEY,
1993), mas também o eixo hipotalamo-hipofise-gonadal. Também foi demonstrado
gue tanto o estresse pré-natal (WARD, 1994) quanto a estimulagcdo neonatal
(LUCION et al, 1997) pode diminuir o comportamento sexual em machos e
fémeas.

Devido as dificuldades inerentes & complexidade dos mecanismos que
controlam a variagcdes hormonais ciclicas em fémeas, a maioria dos estudos sobre
mecanismos fisiologicos em geral € realizada em animais machos. O modo ténico
de liberacdo da testosterona facilita o entendimento dos mecanismos fisiolégicos
em machos. Ao contrério, para se estudar o organismo feminino € necessario o
acompanhamento das fases do ciclo estral. Essa complexidade e consequentes

dificuldades contribuem para o pouco esclarecimento sobre os eventos fisioldgicos

gue controlam a reproducéao nas fémeas (ANSELMO-FRANCI et al, 1999).

1.2 Manipulagdo neonatal e reproducao

Trabalhos em nosso laboratério tém demonstrado que a manipulagéo
neonatal além de causar ciclos anovulatorios (GOMES et al, 1999) causa um
aumento do conteudo do horménio liberador de horménio luteinizante (LHRH) na

area pre-optica medial (APOM), diminuicdo da secre¢do de hormdnio luteinizante



(LH), prolactina (PRL) (GOMES et al, 2005) e estradiol na tarde da fase proestro
do ciclo estral de ratas. Essa reducdo na concentracdo de estradiol pode estar
alterando o mecanismo de retroalimentacao positiva responsavel pelo controle da
secrecdo de LHRH e LH e, portanto, promovendo a reducdo da capacidade
reprodutiva desses animais; ja que o pico pré-ovulatério de estradiol representa
um sinal permissivo e essencial para o processo ovulatério (CHAPPELL; LEVINE,
2000; GONZALES et al, 2000).

Com isso, 0s mecanismos endocrinos envolvidos com 0S processos
reprodutivos femininos desde a instalacdo da puberdade até a execucdo do
comportamento sexual, que é observado atraveés do indice de lordose executada
pela fémea sobre o comportamento de monta apresentado pelo macho, sdo
influenciados pela estimulacdo neonatal ou pela separacdo maternal. Mas,
independente da origem precisa (manipulacéo neonatal ou separacdo maternal), a
presenca de alteracbes comportamentais e neuroenddécrinas induzidas por
estimulacdo sensorial neonatal que se manifestam durante a puberdade (SIECK;
RAMALEY, 1975) e vida adulta, também podem influenciar a preservacao da

espécie através de mudancas no eixo hipotalamo-hipofise-gonadal.

1.3 A rata como modelo experimental

Grande parte do conhecimento que possuimos, até o presente, sobre o
controle do ciclo ovariano de mamiferos, cuja ovulacdo é espontanea, se deve aos
resultados de estudos realizados sobre o ciclo estral das ratas (FREEMAN, 1994).

A rata € um animal ndo sazonal e constitui um bom modelo experimental por



apresentar ovulacdo espontanea e um perfil de variacbes de gonadotrofinas e
esterdides gonadais bastante semelhante ao da mulher, além de ter um ciclo

estral de curta duracdo, ser um animal de pequeno porte e de facil manutencao.

1.4 O ciclo estral da rata

O ciclo estral da rata &€ composto por quatro fases que além de
expressarem mudancas na mucosa vaginal com a presenca de células nucleadas,
leucécitos e células cornificadas em cada periodo (MATTHEWS; KENYON, 1984),
exibem variacbes nas concentragcbes hormonais de esterbides gonadais e
consequentemente de gonadotrofinas. Também, associada a essas mudancas
ciclicas € possivel observar alteracbes comportamentais. Por exemplo, a noite do
proestro € o periodo no qual a fémea apresenta o “desejo sexual’, isto €, ela esta
pronta para o coito, o proestro dura de 12 a 14 horas e precede o estro. O estro
dura de 25 a 27 horas, e é durante esse periodo, mais precisamente, durante a
madrugada do estro que ocorre a ovulagdo. Se ndo ha concepcao, apds o estro
existe um periodo de recuperacdo, denominado metaestro ou diestro I, cuja
duracao é de 6 a 8 horas, seguido pelo diestro Il que dura de 55 a 57 horas, onde
se reinicia a secrecdo de hormonios ovarianos para o proximo ciclo (FREEMAN,
1994).

Os esterdides gonadais secretados durante o ciclo estral tém funcéo
essencial na modulacdo dos processos relacionados a reprodugdo em fémeas.
Eles atuam no hipotalamo, hipofise e ovéarios para coordenar a secrecéo ciclica de

gonadotrofinas e, portanto, a ovulacdo (CONNEELY, 2001; HERBISON, 1998). De



fato, a ovulacdo requer picos de gonadotrofinas e prolactina no periodo pré-
ovulatério (ANSELMO-FRANCI et al, 1997; ISHIKAWA, 1992; SCHWARTZ, 2000).
A variacdo das concentracdes dos esterdides gonadais funciona como um
gatilho para a cascata de eventos que induzem o pico pré-ovulatorio desses
horménios (CONNEELY, 2001; ISHIKAWA, 1992; SCHWARTZ, 2000). O estradiol,
um dos esterdides gonadais, apresenta uma baixa concentracdo plasmatica entre
0 estro e a manha do metaestro, e comega a aumentar na tarde dessa fase,
alcancando valores mais altos ao redor do meio dia do proestro, caindo no fim da
tarde até atingir os valores basais no inicio da madrugada do estro. Enquanto que
a concentracdo plasmatica de progesterona, outro esteréide gonadal, comeca a
aumentar quase simultaneamente com o pico pré-ovulatério do hormdnio
luteinizante (LH), atinge o pico juntamente com ele e retorna a valores basais na
manh& do estro. Um segundo pico de progesterona inicia ao meio dia do
metaestro, mantendo-se na madrugada do diestro e caindo para valores basais no
inicio da manhad (BUTCHER et al, 1974; SMITH et al, 1975; FREEMAN, 1994).
Conforme Smith et al. (1975), o padréo de secrecao da prolactina, do LH e
do horménio foliculo estimulante (FSH) é similar durante a maior parte do ciclo
estral. As concentragbes desses hormoOnios permanecem baixas e n&o séo
modificadas até a tarde e inicio da noite do proestro. As concentracfes
plasméticas de FSH e de prolactina, diferente do LH, apresentam um novo
aumento no estro (pico secundario) (SZAWKA; ANSELMO-FRANCI, 2004). O
aumento do FSH no plasma durante o estro ocorre no periodo da manhd, e esse
pico secundéario de FSH € necesséario para o recrutamento de foliculos para o

préximo ciclo, pois o recrutamento folicular foi bloqueado quando o pico



secundario de FSH foi impedido. Ja o pico secundario de prolactina ocorre na
tarde do estro e pode estar relacionado a funcdo luteotréfica (SZAWKA;

ANSELMO-FRANCI, 2004).

1.5 A foliculogénese

Devido aos trabalhos realizados em ratas que grande parte dos achados
recentes sobre 0os mecanismos que regem a foliculogénese existe. Tanto o
recrutamento folicular quanto a selecdo do foliculo dominante € muito similar entre
0s primatas e roedores, com excecdo de que nos roedores, multiplos foliculos
tornam-se dominantes durante cada ciclo estral. Além disso, diferentemente dos
roedores, cujos foliculos primordiais s6 sdo formados nos trés primeiros dias apos
0 nascimento, no ovario humano, esses foliculos j4 estdo presentes desde a
vigésima semana de vida fetal (HIRSHFIELD, 1991).

A determinacdo do numero total de foliculos no ovéario da maioria dos
mamiferos é determinada no periodo fetal, corroborando com o dogma central da
biologia reprodutiva, de que as fémeas nascem com um numero finito de células
germinativas e que regridem sem reposicdo ao longo da vida pdés-natal. No
entanto, estudos recentes tém mostrado que 0 mesmo parece ndao ocorrer em
roedores, uma vez que foi demonstrada a existéncia, no ovario, de células
germinativas com capacidade de proliferacéo e diferenciacao celular, capazes de
sustentar a producdo de foliculos e odcitos na vida pés-natal de camundongos

(JOHNSON et al, 2004).



Atualmente tem-se evidenciado que alguns neurotransmissores como a
noradrenalina (NA) e o polipeptideo intestinal vasoativo (VIP) e também os fatores
de crescimento neural (NGF) estdo bastante envolvidos com 0s processos que
regem a foliculogénese em mamiferos, principalmente nas fases iniciais do
desenvolvimento folicular, independente de gonadotrofinas (DISSEN et al, 2002)

Juntamente com esses fatores de crescimento neural, o0s
neurotransmissores noradrenalina e VIP estdo também envolvidos na fase mais
tardia do desenvolvimento folicular, quando os foliculos passam a ser responsivos
a acdo das gonadotrofinas. Por mecanismos ainda pouco esclarecidos, esses
neutrotransmissores parecem ser 0s principais responsaveis pela expressao de
receptores para gonadotrofinas, principalmente do receptor para o hormdénio
foliculo estimulante (FSHR) nos foliculos em desenvolvimento (MAYERHOFER et
al, 1997; ROMERO et al, 2002).

Ainda que muitos dos estudos sobre os métodos que regem a
foliculogénese ainda sejam controversos, de uma forma geral, esses processos
sao influenciados por fatores intra e extracelulares ainda pouco conhecidos. Sabe-
se que os foliculos primordiais iniciam um processo dinamico de diferenciacdo e
proliferacdo celular (recrutamento inicial) que garante a formacédo de pools de
foliculos aptos a serem recrutados ciclicamente pelas gonadotrofinas e que

culminam com a formacéo de foliculos ovulatérios (MCGEE; HSUEH, 2000).



2. OBJETIVO

O presente trabalho tem por objetivo estudar os efeitos da manipulacdo
neonatal sobre a fungéo ovariana de ratas Wistar adultas. A hipotese formulada é
de que as alteracdes reprodutivas observadas nas fémeas manipuladas possam
ser causadas por uma alteragcdo estrutural do ovario secundaria a essa
manipulacdo. Para testarmos essa hipotese, as gobnodas foram analisadas através
de abordagens morfologica e estrutural, utilizando uma analise histopatolégica do
ovario na fase do proestro do ciclo estral de ratas manipuladas e né&o-

manipuladas.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizadas 20 ratas Wistar prenhas, provenientes do biotério do
Instituto de Ciéncias Béasicas da Saude (ICBS) da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS). Essas ratas tiveram o momento do parto controlado
rigorosamente. No dia seguinte ao nascimento, as ninhadas foram padronizadas
em 8 filhotes; aos 22 dias de vida os animais foram desmamados e as fémeas
foram mantidas em caixas, com no maximo 5 ratas cada até a idade adulta. Todos
0s animais foram mantidos em uma sala com ciclo claro-escuro de 12/12 horas
com inicio da fase escura as 18 horas, com temperatura mantida em torno de 24°

C e com livre acesso a agua e comida.
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3.2 Grupos
Os animais foram divididos em dois grupos:

N&o-manipulados (controle): animais que n&do receberam nenhum tipo de
manipulacdo até o dia 10 apds o nascimento. Depois disso, as caixas eram limpas

conforme a rotina do biotério. NUmero de animais= 15.

Manipulados: animais que foram brevemente manipulados durante 1
minuto por dia, durante os 10 primeiros dias de vida. A manipulacdo consistiu em
levar a ninhada para uma sala anexa ao biotério, com o mesmo fotoperiodo e
temperatura, separar os filhotes da mée, que foi mantida em uma caixa ao lado, e
manipulé-los utilizando-se luvas latex finas, todos juntos, acima do ninho,
gentilmente. Apds essa manipulacéo todos os filhotes foram devolvidos ao mesmo
tempo ao ninho, logo sendo recolocada a mée. Os procedimentos de manipulagéo
iniciaram no dia seguinte ao nascimento dos filhotes (Dial). Numero de

animais=15.

A figura 1 mostra de forma esquematica o procedimento de estimulacdo

neonatal utilizado nesse experimento.
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1°> 10° dia apds o nascimento:

Nao-Manipulados:

Manipulados:

0}.‘,’. ]
T

1 minuto / dia

——> Adultos

Figura 1. Modelo de manipulacdo neonatal

O procedimento de manipulacdo neonatal utilizado foi 0 mesmo descrito em
trabalhos classicos sobre estimulacdo por manipulacdo (DENENBERG, 1964;

HESS et al, 1969).

3.3 Analise do ciclo estral

A coleta da secrec¢do vaginal (figura 2) foi realizada diariamente as 10 horas
da manh&, em ratas com idade a partir de 65 dias. O esfregaco vaginal foi
coletado e analisado a fresco no microscopio optico (figura3). Foram utilizadas no
experimento somente ratas que apresentaram no minimo trés ciclos estrais

regulares.



Figura 2:

Coleta de secrecéo vaginal

12
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Proestro Estro

Metaestro Diestro

Figura 3: Células coletadas por meio de esfregaco vaginal nas diferentes fases do

ciclo estral da rata.

3.4 Peso ovariano

Fémeas adultas Wistar foram decapitadas para coleta dos ovarios. Apés a
retirada, os ovarios foram isolados do tecido adiposo adjacente e pesados em uma

balanca de preciséo.

3.5 Analise morfolégica do ovério

Este experimento teve por objetivo realizar uma andlise de diferentes

parametros estruturais ovarianos. Os ovarios fixados em paraformaldeido 10%
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foram impregnados em parafina para analise histologica. Foram realizados cortes
seriados de 8um de espessura em um micrétomo e corados com hematoxilina e
eosina. Utilizando um microscopio éptico associado a um sistema de imagens,
foram analisados, a cada corte (figura 4), os seguintes parametros de acordo com

os critérios apresentados por Lara et. al (2000):
a) Contagem do numero de foliculos por ovario:

a.l) Numero de foliculos antrais normais: definidos como aqueles que
apresentam uma cavidade antral bem definida contendo um odcito com um

nucleo.

a.2) Numero de foliculos antrais atrésicos: aqueles que apresentam células da
granulosa em processo degenerativo e muitas vezes com aparente

degeneracao oocitaria.
b) Medida do diametro folicular:

b.1) Tamanho de foliculos antrais saudaveis e atrésicos: a analise
morfométrica do didmetro de cada foliculo antral e atrésico foi realizada através

do uso de um sistema de analise de imagem digital.
c) Avaliacdo da espessura da camada das células da teca

d) Avaliacdo de uma possivel disfuncdo ovariana através da avaliacdo da

incidéncia de cistos foliculares:

d.1) Cistos: foliculos com ampla cavidade antral, delgada camada de células da

granulosa e hipertrofia tecal.
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d.2) Foliculos tipo IlI: definidos como grandes, destituido de odcito, contém de 4
a 5 camadas de pequenas e densas células granulosas circundando um grande

antro e com compartimento tecal normal.

4. ANALISE ESTATISTICA

Os diferentes dados desse experimento sdo apresentados em média + erro
padrdo da média. As diferencas foram analisadas através do Teste t de Student. O
nivel critico foi fixado em 5% (p<0,05) para se admitir uma diferenca de valores

como estatisticamente significantes.



Figura 4: Aspecto morfoloégico de ovario de rata ndo-manipulada. (A) Foliculo priméario
saudavel, (B) Foliculo secundario saudavel, (C) Foliculo secundario atrésico, (D) Foliculo

antral saudavel, (E) Foliculo antral atrésico, (F) Corpo Luteo. 10 x.
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5. RESULTADOS

Peso ovariano

Fémeas manipuladas e nao-manipuladas ndo apresentaram diferenca

estatisticamente significativa em relagdo ao peso dos ovarios coletados (Figura 5).

1 Nao-Manipulado (n=15)
H Manipulado (n=15)

Figura 5: Peso dos ovarios coletados de ratas ndo-manipuladas e manipuladas
durante os dez primeiros dias de vida pés-natal. NUmero de animais = 15 (p>0,05

Teste t de Student)
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Anélise morfologica do ovario

O numero de foliculos antrais totais, foliculos antrais normais mais foliculos
antrais atrésicos, quantificados nos ovarios dos animais dos grupos manipulados e

ndo-manipulados néo foi diferente entre os grupos estudados (figura 6).

25- — — Néo-'ManipuIado (n=10)
H Manipulado (n=10)

Numero de
foliculos/ovéario
[EEY
T

Figura 6: Numero total de foliculos, antrais normais mais antrais atrésicos
encontrados no ovario direito de ratas do grupo ndo-manipulado e manipulado.

NUmero de animais = 10 (p>0,05 Teste t de Student).
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O numero de foliculos antrais normais encontrados nos ovarios dos animais
do grupo manipulado foi significativamente maior ao encontrado nas ratas do
grupo nao-manipulado. O nimero de foliculos antrais atrésicos quantificados nos
ovarios dos animais do grupo manipulado foi significativamente menor ao

encontrado nas ratas do grupo ndo-manipulado (figura 7).

Foliculos Antrais Normais

15+
1 Nao-Manipulado (n=10)

I Manipulado (n=10)
10

Numero de
foliculos/ovério

Foliculos Antrais Atrésicos

20

15 —T .

104

NUumero de
foliculos/ovario

Figura 7: Numero de foliculos antrais normais e numero de foliculos antrais
atrésicos encontrados no ovario direito de ratas do grupo ndo-manipulado e
manipulado. Niumero de animais = 10. * Comparado ao grupo nao-manipulado

(p<0,05 Teste t de Student).



20

A analise da distribuicdo dos foliculos antrais normais por tamanho mostrou que a
manipulacdo neonatal ndo alterou significativamente o niumero de foliculos antrais
normais com tamanhos entre 301-400 pm, com tamanhos entre 401-500 um nem
foliculos com superiores a 500 um, mas aumentou o nimero de foliculos antrais

normais com diametros inferiores a 300 um (figura 8).

7.5+
1 N&o-Manipulado (n=10)

% -% B Manipulado (n=10)
33 50- .
= »n
L3
1
o o5 T
L n
:; i ﬁ
O :
Z % i

0.011

<300 301-400 401-500 > 500

Diametro (um)

Figura 8: Distribuicdo do numero de foliculos antrais normais por didmetro no
ovario direito de ratas do grupo ndo-manipulado e manipulado. NUumero de animais

= 10. * Comparado ao grupo nao-manipulado (p<0,05 Teste t de Student).
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A andlise da distribuicdo dos foliculos antrais atrésicos por tamanho
mostrou que a manipulacdo neonatal ndo alterou significativamente o numero de
foliculos antrais atrésicos com tamanhos inferiores a 300 um e com tamanhos
entre 301-400 pum, mas diminuiu o nimero de foliculos antrais atrésicos com

didametros entre 401-500 pm (figura 9).

10.0-
I [ N&o-Manipulado (n=10)
@] .
Q= I Manipulado (n=10)
5 > 7.5_
SIS
]
2 501
33
S8
£ .9 259 |l‘ *
\: 9
°5 i N
S
0.0

<300 301-400 401-500

Diametro (um)

Figura 9: Distribuicdo do numero de foliculos antrais atrésicos por diametro no
ovario direito de ratas do grupo ndo-manipulado e manipulado. Niumero de animais

= 10. * Comparado ao grupo nao-manipulado (p<0,05 Teste t de Student).
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A andlise da espessura da camada de células da teca de foliculos antrais
normais distribuidos por tamanho mostrou que ndo houve diferenga significativa

entre os animais dos grupos manipulados e ndo-manipulados (figura 10).

40+
. 1 N&ao-Manipulado (n=10)
iE% 20, . I Manipulado (n=10)
- T
(&)
kS T
< 20-
5
(79
0
0 10-
)
L
0

<300 301-400 401-500  >500

Diametro (um)

Figura 10: Espessura da teca de foliculos antrais normais distribuidos por
didmetro no ovario direito de ratas do grupo n&o-manipulado e manipulado.

NuUmero de animais = 10 (p>0,05 Teste t de Student).
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A anadlise da espessura da camada de células da teca de foliculos antrais
atrésicos distribuidos por tamanho mostrou que ndo houve diferenga significativa

entre os animais dos grupos manipulados e ndo-manipulados (figura 11).

30
_ 1 Nao-Manipulado (n=10)
%_ 1 Il Manipulado (n=10)
E 20+ T
@
E —l_
>
¢ 104
[}
o
)
L

0
<300 301-400 401-500

Diametro (um)

Figura 11: Espessura da teca de foliculos antrais atrésicos distribuidos por
didmetro no ovario direito de ratas do grupo ndo-manipulado e manipulado.

Numero de animais = 10 (p>0,05 Teste t de Student).
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6. DISCUSSAO

Considerando os resultados deste estudo, a manipulacdo neonatal
promoveu um aumento significativo de foliculos ovarianos antrais normais e
nao induziu a formacdo de cistos ovarianos. Apesar de estudos em nosso
laboratorio provarem que a manipulacdo neonatal reduz a capacidade
reprodutiva de fémeas através da diminuicdo do comportamento sexual, do
atraso na instalacdo da puberdade e do blogueio da ovulacdo, nossos
resultados mostraram que nao houve alteracbes no desenvolvimento folicular
morfolégico nos ovarios dessas ratas manipuladas. O mecanismo de liberacdo
dos foliculos pré-ovulatorios do ovario encontrar-se reduzido, parece estar
relacionado a alteracbes hormonais decorrentes da manipulacéo neonatal, mas

ndo no seu processo de crescimento e maturacao.

6.1 Desenvolvimento folicular ovariano

A analise dos ovarios mostra que a morfologia esta preservada, porém a
manipulacdo neonatal causa alteracbes quantitativas no desenvolvimento
folicular ovariano, como um significativo aumento no numero de foliculos
antrais normais e uma diminui¢do no numero de foliculos antrais atrésicos, bem
como um significativo aumento de foliculos antrais normais de tamanho inferior

a 300 um de didmetro e uma diminuicdo de foliculos antrais atrésicos com

tamanhos entre 401-500 um de diametro.
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E bem sabido que a fungéo ovariana é regulada por sinais hormonais e
intraovarianos que agem em sincronia para controlar o desenvolvimento
folicular, a secrecdo de esterdides e a ovulacdo. Evidéncias indicam que a
inervacao simpatica ovariana também contribui para esse processo regulatorio
facilitando tanto o desenvolvimento folicular (LARA et al, 1990) como a
esteroidogénese ovariana (ADASHI, 1981).

Dorfman et al. (2003), utilizando estresse por frio, encontraram
significativa queda no numero de foliculos pré-antrais normais bem como
acumulo de foliculos antrais com hipertrofia das células da teca, diferentemente
dos nossos resultados ja que ndo encontramos as células da teca
hipertrofiadas, porém néo constataram a queda do niamero de Ovulos nem a
instalacdo do quadro de ovarios policisticos. Segundo esses autores, essas
anormalidades se devem a um aumento na liberacdo de noradrenalina que
ocorre logo apés trés semanas de experimento e consequente acumulo do
fator de crescimento neural (NGF) e de noradrenalina encontrados na quarta
semana de estresse por frio.

Aceitando a capacidade do estresse por frio em promover tanto acumulo
de NGF quanto de noradrenalina no ovario (DORFMAN et al, 2003), € possivel
que a diminuicdo no numero de foliculos pré-antrais normais e acumulo de
foliculos antrais, como mostrado esse acumulo de foliculos antrais nesse
trabalho em ratas manipuladas (figura 7), seja devido a uma aceleragédo do
processo de recrutamento folicular, decorrentes de altas concentracbes de
noradrenalina e NGF. Do mesmo modo, a capacidade do NGF em estimular a

proliferacdo e diferenciacdo das células da teca (DISSEN et al, 2000) pode
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explicar o acumulo de foliculos antrais com hipertrofia tecal encontrados
unicamente nos ovarios dos animais submetidos ao estresse por frio.

Lara et al. (1993) mostraram que cistos ovarianos induzidos pela
administracdo de uma unica dose intramuscular de valerato de estradiol (VE) é
resultado de alteracbes na homeostasia de catecolaminas ovarianas, que se
iniciam antes mesmo do desenvolvimento dos cistos. Lara et al. (2000)
sugerem que essas alteracdes incluem aumentos no conteudo e liberacdo de
noradrenalina dos terminais nervosos do ovario e que, foi verificado apés o
aumento da liberacdo de noradrenalina desses terminais, um acréscimo de
sintese intraovariana de NGF bem como de seu receptor, p75 NGFR,
responsavel possivelmente pela manutencéo desses terminais, como visto pela
capacidade do NGF em aumentar a atividade da enzima tirosina hidroxilase
(TH), enzima limitante para a producao de noradrenalina.

Paredes et al. (1998), utilizando uma combinacéo de estresses (restricao
e frio)) demonstraram que irregularidades do ciclo estral ocorrem
simultaneamente a formacdo de foliculos antrais anémalos com alta
capacidade de secrecdo de esteroides ovarianos. Da mesma forma, o
aparecimento de foliculos anémalos e acumulo de foliculos antrais causados
pela exposicao crénica ao NGF sdo os principais responsaveis pelo acréscimo
dos niveis plasmaticos de estradiol e consequiente alteragdo da ritmicidade do
ciclo estral (DISSEN et al, 2000).

Nossos resultados mostram uma tendéncia ao aumento de foliculos
antrais saudaveis com mais de 500 um de didmetro (pré-ovulatorios) nas ratas
manipuladas, que pode indicar uma deficiéncia na liberacdo dos mesmos.

Esses dados podem inferir na possibilidade desses foliculos (> 500 um de
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didmetro) ndo expressarem receptores para FSH e LH, blogueando dessa
forma sua ruptura e subsequente ovulacdo, uma vez que a ovulacdo depende
do mecanismo de retroalimentacdo positiva que 0s esteroides gonadais
exercem sobre o eixo hipotalamo-hipofise (FREEMAN, 1994; HERBISON,
1998). Tendéncias a aumentos nas concentracdes plasmaticas de testosterona
e estradiol foram encontradas nas ratas tratadas cronicamente com NGF, o que
foi também correlacionado com o aumento no numero de foliculos antrais
(DISSEN et al, 2000). lgualmente, tanto a noradrenalina quanto o NGF sao
capazes de estimular a sintese de receptores para FSH e LH nos foliculos
ovarianos, facilitando dessa forma a acéo das gonadotrofinas sobre as enzimas
envolvidas na esteroidogénese (MAYERHOFER et al, 1997; ROMERO et al,

2002).

Lara et al. (1990), trataram ratas com anticorpos para NGF, no periodo
neonatal, e demonstraram que ocorreu uma diminuicdo do numero de foliculos
antrais normais com diametro maior que 450 pm, com um concomitante
aumento dos foliculos antrais pequenos (menores que 300 um) dessas ratas.
Segundo esses autores, essa reducdo do numero de foliculos antrais largos
achados nas ratas tratadas com NGF sugere que a inervacdo simpatica
ovariana € muito importante para o desenvolvimento folicular. O aumento do
namero dos foliculos antrais pequenos, como mostrado nesse trabalho em
ratas manipuladas (figura 8), pode ser tanto pelo aumento do recrutamento
e/ou pelo interrompimento do desenvolvimento folicular desse estagio.
Catecolaminas parecem exercer parte desse efeito facilitatério na funcéo

folicular pelo aumento do efeito estimulatério de gonadotrofinas. E bem
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conhecido que catecolaminas e gonadotrofinas juntas estimulam a secrecao de

esterdides pelas células da teca e da granulosa (ADASHI, 1981).

6.2 Manipulacao neonatal e reproducao

Além da estimulacdo neonatal alterar o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal
como mostrado por Liu et al. (1997), Meaney et al. (1985), Meaney et al.
(1994), que focaram os eventos relacionados ao estresse, 0s resultados
levaram a conclusdo que a estimulacdo poderia afetar sistemas neurais que
modulam o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, como observado através do
aumento da populacdo de receptores para glicocorticoides no hipocampo e
cortex frontal. Do mesmo modo, o eixo hipotalamo-hipofise-gonadal poderia ser
alterado pela estimulacdo neonatal. Esse evento no inicio da vida pés-natal
poderia afetar sistemas neuromoduladores que estdo associados
funcionalmente as acbes dos esterdides gonadais em nivel central, jA que
perifericamente parece nao ocorrer alteracdes, como verificado através da
presenca de um ciclo estral regular mostrado por Gomes et al. (1999) e através
da presenca de foliculos aptos a serem ovulados, como mostrado nesse
trabalho, em ratas manipuladas.

No periodo pré-ovulatério existe o aumento na secre¢do de esteroides
gonadais, que possuem funcédo crucial na regulagédo de diversos mecanismos
do sistema reprodutivo da fémea, incluindo a receptividade sexual e a
ovulagdo. Para coordenar a liberagéo ciclica de gonadotrofinas e a atividade
ovulatéria, esses hormonios exercem suas ac¢des atuando sobre o hipotalamo,

hipofise e ovarios (CONNELY, 2001; MAHESH; BRANN, 1998). No proestro,
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existe também um aumento na secrecdo do hormdnio liberador de hormonio
luteinizante (LHRH), do horménio luteinizante (LH), do horménio foliculo
estimulante (FSH) e de prolactina que atuam em conjunto, possibilitando dessa
forma o evento da ovulacdo na madrugada da fase seguinte, o0 estro

(FREEMAN, 1994).

6.3 Dinamica folicular e multiplas interacdes

Concentra¢fes basais de FSH séao observadas desde a manha do estro
até a tarde do proestro, quando ocorre o0 pico pré-ovulatorio. Na madrugada do
estro ocorre um pico secundario de FSH, cuja funcéo parece estar relacionada
ao recrutamento de foliculos destinados a crescerem e, provavelmente, serem
ovulados no proximo ciclo. Esse pico secundario de FSH é estimulado pelo
estradiol aumentado do proestro (HIRSHFIELD; MIDGLEY, 1978).

O crescimento do foliculo pré-ovulatorio é dependente da interacdo do
estradiol, FSH e LH. O FSH liga-se a seus receptores nas células da granulosa
dos foliculos antrais pequenos e estimula a producéo de estradiol pela inducéo
ou aumento da aromatase, enzima que catalisa a biossintese do estradiol a
partir dos androgenos. O aumento da producédo de androgenos, pelas células
da teca, leva ao aumento da concentracao de estradiol folicular, esse estradiol
passa a exercer o papel regulador, pois ele aumenta a habilidade do FSH em
estimular o AMPc, que por sua vez tem uma maior capacidade de se ligar aos
seus sitios aumentando a atividade da aromatase, consecutivamente
aumentando o numero de receptores de LH e aumentando a responsividade ao

LH como também ao FSH (RICHARDS, 1980).
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Dados nédo publicados do nosso laboratério mostram que existe um
aumento significativo de FSH plasmatico na madrugada do estro em ratas
manipuladas. Concomitantemente, podemos inferir que o fato das ratas
manipuladas, desse experimento, apresentarem um acumulo no namero de
foliculos antrais normais, possa ser devido a esse aumento de FSH no estro,
uma vez que o pico secundario de FSH esta relacionado ao recrutamento de
foliculos destinados a serem ovulados no proximo ciclo (HIRSHFIELD;
MIDGLEY, 1978).

Por outro lado, Gomes et al. (2005), mostraram que o estradiol esta
reduzido no plasma de ratas manipuladas durante o proestro, podendo dessa
forma alterar a secrecdo de FSH no estro. Conforme nossos resultados, foi
demonstrado um aumento significativo de foliculos antrais normais nas ratas
manipuladas, sugerimos que poderia existir uma alteragdo na sintese do
complexo enzimatico aromatase, que converte uma significativa porcao de
androstenediona e testosterona em estradiol, nas células da granulosa de
foliculos pré-ovulatorios. Essa provavel alteracdo da aromatase poderia ser a
causa dessa reducao de estradiol plasmatico durante o proestro, uma vez que
o estradiol, através do mecanismo de retroalimentacdo positiva, pode
influenciar a ocorréncia da secre¢cao de LHRH que estimula a secrecéo de
gonadotrofinas necessérias para a ovulacéo.

O controle do pico secundario de FSH ainda ndo esta totalmente
elucidado, embora esteja bem estabelecido que ele ndo depende do LHRH,
mas sim do pico de LH induzido pela queda dos niveis plasmaticos de inibina.

Além disso, a administracdo de progesterona aumenta as concentracdes
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plasmaticas de FSH na madrugada do estro em ratos que tenham o pico pré-
ovulatorio de LH bloqueado (WATANABE et al, 1990).

A acao estimulatoria da progesterona na secrecdo de FSH pode ser
exercida tanto diretamente por niveis hipofisarios, quanto indiretamente através
da inibicho da producdo ovariana de inibina. A primeira possibilidade é
constatada pelo fato de que a liberacdo de FSH basal e a maxima resposta do
FSH ao LHRH em culturas de células adeno-hipofisarias séo estimuladas pela
progesterona (DROUIN; LABRIE, 1981).

Tébar et al. (1997) sugerem que a secrecdo de progesterona na tarde
do proestro, induzida pelo pico de LH, ndo esta envolvida com a queda da
sintese e secrecao de inibina ovariana, mas pode regular a liberacdo do FSH
do estro pela estimulacédo da producéo de ativina. O peptideo ativina estimula a
expressao para os receptores de FSH (FSHR), e os niveis circulantes de FSH
sdo aumentados pela acdo da ativina (MINEGISHI, 2004).

E amplamente aceito que gonadotrofinas regulam direta ou
indiretamente a expressdo de muitas proteinas no ovario, incluindo fatores de
crescimento, enzimas e fatores de transcricdo que podem induzir multiplas
cascatas de sinalizacdo (RICHARDS, 2001). Bastida et al. (2005) mostraram
que o aumento da atividade da enzima ornitina descarboxilase (ODC) no ovério
em diferentes estdgios de desenvolvimento folicular apontam um importante
papel na fisiologia ovariana de ratas. Em fémeas adultas, o pico pré-ovulatorio
de ODC que segue o pico de LH na noite do proestro parece estar relacionado
a capacidade de secrecao de progesterona pelo corpo luteo, que € necesséria
para o sucesso da implantacdo e do desenvolvimento do ovdcito. Bastida et al.

(2005), utilizando anticorpos para ODC através de imunoistoquimica, indicaram
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que, em ovarios de ratas, a presenca de ODC nas células da teca e da
granulosa dos foliculos antrais pode sugerir a hipétese de que a inducédo de
ODC na noite do proestro pode ser necessaria para a luteinizacdo das células
da teca e da granulosa de um foliculo ovulatorio.

Como mostrado por Gomes et al. (2005), o grupo manipulado néo
apresenta o pico pré-ovulatorio de LH no proestro. Com isso, podemaos sugerir
que as ratas manipuladas deste experimento também possam ndo apresentar
ativacdo suficiente de ODC, que segue o pico de LH, podendo ser uma das
hipoteses de ratas manipuladas apresentarem ciclos anovulatérios, uma vez
que mostramos uma tendéncia ao aumento de foliculos antrais saudaveis
maiores que 500 um de diametro em ratas manipuladas.

Na tentativa de esclarecermos nossa duvida sobre as ratas manipuladas
desse estudo apresentarem a morfologia ovariana preservada, porém um
bloqueio da ovulacdo, a tendéncia seja acreditarmos em um problema de
regulacdo central nessas ratas. Gomes et al. (2005), pela técnica de punch,
encontraram no grupo manipulado um aumento significativo do contetudo de
LHRH na Area Pré-Optica Medial (MPOA), na tarde do proestro, podendo
representar uma deficiéncia na sua liberagcdo, bloqueando assim o pico pré-
ovulatorio de LH e FSH e a ovulacéo.

Considerando que a principal funcdo da génada feminina é promover a
liberacdo de um odcito viavel a fertilizacdo e garantir o sucesso da propagacao
da espécie, que o processo de crescimento e maturacdo dos foliculos
ovarianos e a ovulacdo sdo eventos criticos da funcao reprodutiva feminina,
qualquer fator que interfira no funcionamento desse eventos podem prejudicar

0 sucesso reprodutivo. Assim, os resultados demonstrados nesse estudo
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indicam que a manipulacdo neonatal causa alteracbes quantitativas no
desenvolvimento folicular ovariano, como um significativo aumento no namero
de foliculos antrais normais e uma diminuicdo no numero de foliculos antrais
atrésicos, contudo a morfologia ovariana se mantém preservada nessas ratas
quando adultas. Possivelmente uma falha na estimulacdo ovariana decorrente
da manipulacdo neonatal parece estar envolvida no mecanismo de expulsdo do
ovulo do ovario, mas nao na sua producao.

O ciclo reprodutivo de uma fémea é decorrente de uma série de
acontecimentos que incluem a ovulacao, a copula, a fertilizacéo, a prenhez, o
parto e a capacidade de cuidar dos filhotes (SCHWARTZ, 2000). Deste modo,
mais estudos sdo necessarios para o esclarecimento completo dos efeitos da
manipulacdo neonatal sobre a reproducdo e os mecanismos envolvidos na

reducado da funcao reprodutiva em ratas submetidas a manipulacao neonatal.



7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

- a manipulacdo neonatal induziu altera¢des quantitativas no desenvolvimento
folicular ovariano, como observado no aumento do nimero de foliculos antrais,
diminuicdo no numero de foliculos antrais atrésicos, aumento do numero de
foliculos antrais normais com diametros inferiores a 300 um e na diminui¢ao do
namero de foliculos antrais atrésicos com diametros entre 401-500 pm;

- a manipulacdo neonatal ndo induziu alteracbes morfolégicas no
desenvolvimento folicular;

- 0S mecanismos que levam a redugédo da capacidade reprodutiva de fémeas
provocada pela manipulagdo neonatal, como o bloqueio da ovulacéo, ja visto
em trabalhos do nosso laboratério, ndo estdo associados a alteragcbes de

morfologia ovariana.
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